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1 0126685 

Nouveaux d6riv€s acyles hydrosolubles de peptides ou d'ainino''acides» leur 
prgparation et leur application . 

La prSsente Invention a pour objet de nouveaux d&rivSs acylgs 
hydrosolubles de peptides ou d*ainlno-acides» leur preparation et leur 
application. 

On sait que le dosage colorimetrique ou f luorimetrique des 
proteases (ou peptidases) utilise divers derives d*acides amines ou de 
peptides dont l*extr€iiiitg N-terminale est substitute par un groupement 
acetyle, benzoyle» Jt-butyloxycarbonyle » benzyloxycarbonyle, glutaryle, 
succinyle, t08yle» etc., et dont 1' extremity C-terminale est amidee par 
un groupement nitroanilide, A-methoxy-2~naphtylamine, amino— 7 -me thy 1-4- 
coumarine, alpha-naphtylamlne» beta-naphtylamine, 3-amino-9-*ethyl- 
carbazole, indolylanine, S-amlno-S-bromolndole, etc* • • » ou estSriflSe par 
un groupement alpha- ou beta-naphtol» naphtol AS-0 (2-mSthoxyanilide de 
I'acide 3-hydroxy-2-naphtoique,) etc... Ces memes dSrivSs peuvent etre 
utilises pour visualiser les protSases et les peptidases in situ par les 
nSthodes de I'histoehimle enzymatique (Lojda* Z«» Gossrau* R. et 
Schiebler, T.H. (1979) Sprlnger^Verlag , Berlin, pp 339) • Ggneralement » 
ces derives sont peu solubles dans l*eau et il est nScessaire de les 
dissoudre au pr&alable dans un solvant organique et ensuite de diluer ces 
solutions dans un tampon* La falble solubilite des substrats entraine une 
faible sensibility des mSthodes de dosage des protSases et des peptidases 
et limite les- possibilit^s de visualisation par des mSthodes 
his tochimiques • 

On sait Sgalement que certains dSrivts d * amino-acides ou de 
peptides peuvent jouer le role d*inhiblteur d' enzymes et Stre utiliste 
notamment comme medicaments, par exemple coxnme substrats-suicides pour 
lesdites enzymes, lei encore, la preparation, la mise sous forme 
galSnique appropriSe et 1* utilisation in vitro ou in vivo de ces derives 
sont rendues diff idles en raison de leur faible solubilite dans l*eau. 

On sait enfin que l*on peut obtenlr des prodrogues, permettant de 
conf€rer notamment un effet retard ou de faciliter le transport de drogue in 
vivo en liant la drogue (substance active) S un peptide, mais leur faible 
solubilite dans l*eau constltue souvent un handicap pour la preparation et 
I'efficacite de ces prodrogues. 

De teXles prodrogues sont interessantes en particulier lorsque 
le peptide constltue un bon substrat pour une protease specif ique 
secretee par la cible de la drogue active, (par exemple par une cellule 
tumorale ou par un micro— organ! sme pathogene) , car dans ce cas la drogue 
active n'est llberee que dans l*environnement de la cible, ce qui a pour effet 
de favoriser I'efficacite de la drogue. 

La presente invention a pour objet de nouveaux derives acyies 
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hydrosolubles de peptides » d*amino-acides, ou de peptides ou d'amino-acides 2 
groupemcnt C-termlnal modiflg, caracterises par le fait que leur groupement 
N-cenninal est acylS par un groupement polyhydroxyalcanoyle. 

Ledit groupement polyhydroxyalcanoyle possede ggneralement 3 1 10 
atones de carbone et au molns 2 groupements hydrpxyles. 

L* invention 8*€tend notasnient auz dits dgrivgs acylSs de peptides ou 
d*amino-acides dont le groupement C-termlnal porte un substituant -X tel que 
defini ci-aprSs. 

De pr§£€rence« ledit groupement polyhydroxyalcanoyle (Sgalement 
dSsignS par l^abr^viation PHA) r£pond & la fomule R. - (CHOH) - 00 dans 
laquelle R^ reprSsentre H - ou CEI^ - et m est un nonbre entler pouvant varier 
de 2 a ?• 

invention a en particuller pour objet les nouveaux d^rlvSs de 
fomule gSnSrale I: 

Rj^-(CH0H)^-CO-OlH-pH-CO)^-X (I) 

R ' . . 

dans laquelle R^ et m sont dSflnis conme prgcSdemoent • R est une chains 
latSrale d'anino-acldes* n est un nonbre entler pouvant varier de I 2 10 
et X est un groupement actlf tel que par exesqile un substituant capable 
de confSrer aux derives de fomule I une coloration » une fluorescence ou . 
une activity pharmacologique» Stent entendu que lorsque n est supSrieur ^ 
!• les substltuants R peuvent etre diffSrents dans un nerae composS de fomule 
I. 

Paml les composes de I'inventicm on citera par exeoq^le ceux 
pour lesquels R^-(CH0H)^-00- reprSsente un reste dlbydroxyproplonyle, 
Srythronoyle, thr^onoyle, ribonoyle* arablnoyle, xylonoyle* lyxonoyle, 
gluconoyle» galaetonoylet mannonoyle. glycoheptonoyle, glycooctonoyle» 
etc.; R reprSsente la cOmlne latfoale d*amino-acldes D on L, en particuller 
d*aalno-aclde8 de la sSrle L, cboisis parmi les aoino-addes suivants: sSrine* 
threonine, asparagine, proline* glutamlne» glycine, alanine, valine, cysteine 
ou un de ses dSrlvCs S-substituSs, methionine, leucine, Isoleudne, 
phenylalanine, p--nltrophgnylalanlne, tyrosine ou un de ses dgrlvSs 
0-substltugs, lysine, ornithine, arglnlne, tryptophane, aclde aspartique, 
acide glutanlque, gamma-ester d'alkyle ou d'aryle de l^aclde aspartique, 
delta-ester d*alkyle ou d'aryle de' l*aclde glutanlque, etc.* 

Dans la formula I, X repr£sente notamaent un groupement - -HH-R^ 
d€rlvant d'une amine R2-ira2 P*"^ Stre par exemple une amine aromatlque 

telle que la p-nitroanillne, l*alpha-naphtylaraine, la beta-naphty lamina, la 
4-methoxy-beta-naphty lami ne , V amino-7-me thy 1-4-coumarlne , 

1 ■ amino-7- 1 r if luorcHne thyl-4«>couma r Ine , 
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!• amino-7-nitro-4-oxa-2-benzodlazole-l , 3 , 1 • amino-3-ethyl -9-cai:bazole , ou X 
represente un groupement = -NH-R^ derivant d'une drogue aminee R^-NH^ qui 
peut etre par exemple la daunorublcine, la puromyclne, 1' adriamycinc, la 
primaquine,; la chloroquine etc... ou bieti X represente un autre groupement 
actlf X^, capable de conferer par exemple une activltS pharmacologique au 
peptide de formule I, X^ etant en particulier un groupement conservant ou 
amSliorant I'activitS inhibitrice d* enzyme, comme un groupement 
-H. -OH, - CH^Cl. -0-alkyle, -0-Ar (Ar Stent un groupement aryle, tel que 
phenyle, gventuellement substituS, par exemple un groupement nitrophSnyle) , 



-<\ 



_ - K j . -0-Allc-Hg-Cl, 

Ott - NH - Alk - Hg - CI (Alk etant un groupement alkylene) . 

Parmi les dSrivgs de formule I, et sans que cette liste soit 
limitative » ceux qui comport ent les sequences SnomSrees ci-dessous sont 
utilisables comme substrata, y compris comme substrats-suicides, pour les 
enzymes suivantes (etant entendu que les sequences indiquSes sont les 
sequences minimales et qu'il est possible d* insurer 14 3 autres acides aminSs 
entre le groupement PHA et le peptide indiqu^) : 
La chymotrypsine : 

PHA-L-PhS-X 

PHA-L-Tyr-X 

PHA-l£-Ala-L-Ala--L--Ph€-X 
PHA-Gly-Gly-Li-Pro-L^Plig-X 
La trypsine : 

PHA-L-Arg-X 
PHA-L-Lys-X 

PHA-L-Ph€-L-Val-L-Arg-X 
PHA-L-Pro-L-Ph§-L--Arg-X 
PHA-L-PhS-L-Scr-L-Arg-X 
PHA-jL-Val-L-Leu-Gly-L--Arg-X 
La tbroBibine ou la plasmine : 

PHA-L-PhS-L^Val-L-Arg-X 
PHA-Gly-L-Pro-L-Arg-X 

La plasmine : 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Lys-X 
PHA-L-Val^-L^Leu-L-Lys-X 
PHA-L-Ile-L-Phe--L-Lys--X 
PHA-L-Pbe-L;-Ala-L-Lys-X 
PHA-I.'Phe-L-Val-L-Arg~X 
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L* diastase : 

PHA-L-Ala — ^Ala-L-Ala-X 

PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Va 1-X 

5HA-L-A1^7l£-Ala-L-Pro-L-Ala«^ 

PHA-I^Ala-L-Ala-l£-Pro-L-Phe-X 

PHA-L-AlaHL"Ala-L-Pro-I^^ 
La cathepslne B : 

PHA-L-PhS-L-Val-L-Arg-X 
La cathepslne D : 

PHA-L-ArgH;iyHL-Phg-L^Pro-X 

PHA-L-Arg-L-Phg-L-Pro-X 

PHA-L-Ala-L-Arg-L-Arg-X 
La cathepslne G : 

PHA-L-Ala-LnAla-L-Pro-1^6t-^ 

PHA«-L7-Ph£--L-LeD*I^Ph^X 
'La. papaZne: 

PHA-L-Arg-X 
La flcine ou les peptidases neutres: 

PHA-Gly-GlyL-Leu-X 
La collagdoase: 

PHA-Gly-L-Pro-L-Ala--Gly-L-Pro--X 

PHA-L-Pro-L-Ala-KSly-JL-Pro-X 
L'urokinase ou l*activateur du plasmlnogene: 

PEA-61y-Gly-L-Arg-X 

PHA-L-Pro--L-Phg-L-Arg--X 

PHA-L-Ph6-Gly-GXy-L-Arg-X 
La kalllkr^lne ou l*actlvateur du plasmlnogine: 

PHA-L-Pro-l£-Ph€-l£-Arg-X 

Le f acteur X : 
a 

PHA-L-Ile-Gly-Gly-L-Arg-X 
La protease de Llanlus polyphemus actlvie par un llpopolysaccharide: 
PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-X 

Dans les Ilstes de dSrlvSs peptldlques donnSes ci-dessuss 

chaque adde arain^ est represents par son synbole usual. 

D*une facon g6ngrale» dans les formules de la presente demande, on a 
supposg par convention que chaque aclde amine a son groupexaent N-termlnal 
a gauche et son groupenent C-temlnal 3 drolte. 

Dans les listes de substrats donnSes cl-dessus» X peut prendre 
notamnent toutes les valeurs designees plus haut par X^ ou X^ (les prodults 
sont alors utllisables cosme medicaments) ou par X- (les prodults sont 
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alors utllisables notamment pour effectuer des dosages). 

Parml les derives de formule I et sans que cette liste solt 
limitative t ceux qui sont enumergs ci-dessous sont utilisablcs comme 
prodrogues antl-cumorales.lls pr€seiicent I'avantage de ne liberer la drogue 
qu'au voislnage des cellules tumorales, sous 1' action des proteases s§cretees 
par celles-ci. 

PHA-L-Ala-L-Ala--L-P r o-L- Ala-Dauno rub i c in e 

PHA-Ii7Ala-L-Ala-I--P r o-L;-Ala-^^ Ic ine 

PHAHL-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-Adri^^ 

PHA-L-Ala-L-Ala-I^-Pro-L-Ala-J^^ 

PHA-L-Ala-l^-Ala-L--Pro-L-Val--Daunorubicine 

PHA-L-Ala-L;-Ala-ly-Pro-L;-Val-L^ 

PlU-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L^-Val-Adr 

PRA-L-Ala-ir-Ala-L-Fro-L*Val*^^ 

PHA-L-Phg-L-Val-L-Arg-Daunorub icine 

PHA-I^-Phe-L-Va 1-TL-Arg-L-Leu-Daunorub ^ 

PHA-L~Phe-L-Val-L;-Arg-Adriainycine 

PHA-L-Ph€-L-Val-L-Arg-L-Leu-Adriai^ 

PHAHL-Ph&-L-»Ala--L--Lys-Daunorub iclne 

PHA-Iy-Phe-L'-Ala-L-Ly s-Ij;-Leu-D aunorub Icine 

PHA-L-PhS-L^Ala-L-Lys-Adriamycine 

PHA-L^PhS-L-Ala-L-Ly s-L^Leu-Adriamycin e 

PHA-Gly^ly-L-Arg-Daunorublcine 

PHA-Gly-Gly-L;-Arg-I*;-Leu-Daunorublclne 

PHA-Gly-Gly-L-Arg-Adr iamy cine 

PHA-Gly-Gly-'L--Arg--L;-Iieu--Adriainycine 

PHA-L-Pro-L-PhS-L;-Arg-Daunorubiclne 

PHA-L-Pro-L-PbS-I^-Arg-l-Leu-Daunorubicine 

PHA-L-Pro-L-Phe--L-Arg--Adriamycine 

PHA-L;-Pro-L;-Pbc-L;-Arg-L-Leu-Adriamycine 

Parmi les dirlvSs de formule I utilisables comme prodrogues 
antiparasltalres, on dtera a tltre d'exemples non llmitatlfs les 
composes suivants : 

PHA--L7Val-L;-Leu--Gly-L--Ar g-P rimaqu ine 

PHA-L-Val-I*-Leu-Gly-JL-Arg--Chloroquine 

II a ete trouvS* con£ormcment ^ la presente invention* que les 
nouveaux derives de formule I portant un groupement polyhydroxyalcanoyle 
en position N-tcrminale sont solubles h. tres haute concentration dans ' 
I'eau ou dans un tampon. II n'est done plus necessaire de dissoudre 
prealab lenient ces durlves (substrats des proteases ou peptidases) dans un 
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solvanc organique* Grace 3 ces derives, la sensibllite des methodes de 
dgtcction des proteases et peptidases est considerablemenc augnentSe et 
11 est en outre possible de d^tennlner fadlement le mellleur substrat 
peptidique 1 pour une protease doiin&e» coxnme eel a est illustre par 
I'exemple d*appllcatlon 6 cl-*apres. En effet, pour que la Vitesse 
d* hydrolase. solt Slev€e» 11 faut que la concentration de substrat llbre solt 
la plus ^levSe possible, par exenple nettement sup^rleure d la constante de 
Hichaells. Avec les proteases et peptidases, cette constante est de l*ordre de 
grandeur de ItoH. Loraque le substrat est peu soluble* 11 se trouve sous fonae 
d*une dispersion d*agrggats dans le tampon et la concentration efflcace 
(substrat non agrSgS) est tris InfSrleure 2 la valeur de la constante de 
Hicbaells* En outre » Xes dSrlv^s selon la prSsente Invention* qui sont trSs 
hydrosolubles, ne portent pas de charges dues au substituant solublllsant* 
contralrement aux derlvSs dont le groupeiaent terminal est substitufi par des 
restes succlnyle ou glutaryle. Enfln la preparation des d^rlvSs de I* Invention 
est partlculiSres&ent sliq»le: le peptide ou X*amlna»aclde est substltuS par 
reaction avec la lactone ou un ester actif du PHA sur son groupement 
alpha-amln6, puis le groupement alpha-carboxylique du peptide ou de 
I'amlno-adde est substltuS par un groupement actif convenable. 

Invention a £galenent pour* objet un procSdS de prSparation 
des nouveaux dSrlvSs acyl&s bydrosolubles dScrits ci-dessus. Ce proc^dfi 
est principalement caract&ris^ par le fait que l*on soumet un acide aminS 
ou un peptide, on un de leurs dgriv€s 2 groupes^ent C-terminal modifiS, 2 
une reaction d'acylation du groupement N-termlnal par un agent 
d*acylation d^riv^ d'un acide polyfaydroxyalcanoXque. 

invention a en particulier pour objet un procSdS de 
preparation des nouveauac dSrives de formuXe I* Ce procSdS est caractSrisS 
par le fait que I*on utilise comne prodult de depart un dSrivS 
d*amlno-aclde ou un peptide de fomule: 
H - (NB-CH-GO ) - Z IX 

i " 

dans laquelles 

n, R et Z sont deflnls comne precedenment, que l*on fait rSaglr le 
compose de fomule XX avec un dSrive actif d'un acide poXybydroxyaXcanoXque de 
formuXe : 

R,-(CHOH) -COOH III 
i m 

dans laqueXXes 

et m sont dgfinls comma precedemment , 
pour obtenir un compose de formule: 
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R, - (CHOH) -CO-(NH-CH-CO) -X IV 
1 n I n 

R 

que I'on transforme, si desire, en tout autre derive de formule I selon 
les methodcts connues. 

D'une faQon ggn€rale» les diyerses transformations d*un compose 
de formule I en un autre compos€ de formule I (avec un substltuant X 
different) sont effectuees selon les methodes classiques decrltes dans 
les ouvrages specialises tels que par example "Methods in Enzymology" - 
Proteolytic Enzymes, en particulier Volumes 19 • 45 et 80. 

Les peptides de depart peuvent etre soit . achetSs dans le 
commerce, soit synthetis&s selon les methodes classiques de la synthase 
peptidique ; (voir par exemple Cross» E, and Heienhoffer J. (1979) The 
peptides : Analysis, synthesis, biology. Academic Press, New York, Volumes I, 
II, III et sttivants). 

Dans des modes d* execution particuliers, le proc€d€ de 
1* invention peut encore presenter les caractSrlstiques suivantes prises 
isp lament ou en combinaison: 

- le dirivS actif d*acide polyhydroxyalcanoique est un d£rivi 
capable d'acyler le groupement N-terminal du composfi II. Ce dSrivg actif 
est par exemple la lactone correspondent au dit acide ou un ester actif 
dudlt acide tel que par exemple 1' ester de N-hydroxysuccinlmlde. 

- pour transformer le composS de formule IV (avec X • OH) en dgrlvS 
de formule I dans laquelle X reprSsente -NH- R2 ou -NH* R^, on fait rSagir 
1* amine R2""^2 °" R2"*NH2 ®^ presence d'un agent de couplage tel que par 
exemple le benzotriazol«-l-*yl-oxy-tris (dimethylamino) phosphonium 
hexafluorophosphate (ou BOP). 

L' invention . a Sgalement pour objet 1* utilisation comme d^rivSs 
hydrosolubles, de composes choisis parmi les acldes amln§s, les peptides, les 
acldes amines ^ groupement C-termlnal modif ig et les peptides 3^ groupement 
C-terminal modifie, de derives (N-termlnal)-acyles de ces composes, cette 
utilisation €tant caractgrisSe par le fait que le groupement N-terminal 
desdits composes est acyle par un groupement polyhydroxyalcanoTque. 

L* invention a nocamment pour o|i>jet 1 'utilisation comme 
medicaments hydrosolubles des derives acyles tels que deflnls cl-dessus 
possgdant une activiti pharmacologlque, en particuller des derives de formule 
I pour lesquels X NH-R^» R^ repr€sentant le reste d*une drogue amin^e ou 
bien X represente un groupement X^ choisl parmi -U, -OH, -CH2CI, -0- alkyle, 
-0-Ar (Ar utanc un groupement aryle, tel que phenyle* eventuellement 
substltue, par exemple un groupement nlcrophenyle) , 
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-0-Alk-Hg-Cl, 



ou -HH-Alk-Hg-Cl (Alk Stant un groupement alkylSne)* 

Bleu entendu» 1* invention s*etead aux composicions 
phamaceuciques contenant an nolns un compose de fonaule I cocme ingr€dlent 
Actif , €ventueXlement en association avec un excipienC appropxiS. 

Lorsque les derives de fornule I sont des prodrogues lis sont 
utllisga d des doses correspondent aux doses usuelles de la drogue active 
avec les nSnes indications thSrapeutiques que ladite drogue active. 

GfinSraleaent* la toxicitS des prodrogues est infSrieure H celle 
des drogues correspondantes. 

Lorsque les medicaments de 1* invention sont des Inbibiteurs d' enzyme 
lis sont utilises* notamment comoie agents de traitement prSventif de la 
formation de metastases et de la proliferation des tumeurs. Les doses 
efficaces varient gSneralement de 0*1 2 10 mg/Kg. 

Les medicaments de 1* invention sont administres par toute voie 
convenable* II faut noter toutefois que la voie orale ne convient ' 
genSralement pas. 

lis peuvent etre pr€sentes notamment sous forme de solutions 
injectables, de poudres lyophilisSes h diluer dans le sSrum physiologique* de 
solutions ou d* emulsions 2 appliquer sur la peau ou les muqueuses* de 
solutions en conditionnement pressurise pour aerosols* etc... 

Les exemples suivants illustrent 1' invention sans la limiter. 
EXEHPLE 1 ; Substrat de l^eiastase 

Le peptide L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala (1 imaole) synthetise par les 
methodes classiques de la synthase peptidique est dissous dans le 
dimettqrlsulfoxyde (5ml} en presence de H-trimethylbenzylamine (sous forme 
de methoxyde de H-^trimethylbenzylamnionium) (2mmoles). A cette solution* 
on a J out e la glucono •delta-lactcme (2mmoles). La solution est agitee ft 
50*^0 pendant 15 heures. 

Le FHA-peptide est purifie par chromatographle sur une colonne 
de silice (3x30cm) dans le systeme*solvant (CHCl^/CH^OH/H^O/CH^CO^H, 
8:6:1:1 en volume)* La solution contenant le PHA-peptide est evaporee k 
siccite. Le residu (fauile) est fepris dans le N^dimethylformamide (3ml) 2 

A une solution du PIlA-peptide (Immole) dans le 
N-dimethylformamide sec et depourvu diamine (2ml), on ajoute l'hydroxy-1- 
benzotriazole (Imnole). le dicyclohexylcarbcdiimlde (Icnnole) et I'A.E.C 
(anino-3-ethyl-9-carbazole) (Immole). La solution est agitee a A^C pendant 2h 
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puis a 25*C pendant 18h. La solution est ensuite refroidle a A'C pendant Ih 
pour favoriser la precipitation de la dicyclohexyluree qui est climinee 
ensuite par filtration. Le N^-diiaethylf orinamide est evapore sous pression 
reduite a : 50*C. Le PHA-L-A:a-L-.Ala-I--Pro-L-*Ala-AEC est purifie par 
chromatographle sur une colonne de gel de silice (3x30cin) equillbre dans le 
systeme solvant CHCl2/CH^OH/CH3C02Hp 80:30:5 par volume. Le 
PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est detecte par son absorbance a 3A0nin. Sa 
puretg est verlfiee par chroinatographie en couchc mince. Les fractions 
contenant le compose sont concentrges a siccite* Le residu est reprls dans 2ml 
d"eau et la solution est lyophllls^e (Rendement: 80 p 100). 

Le PHA-JL-Ala-L-Ala-I^-Pro-LT-Ala-AEC est caractSrisS en outre par 
spectrometrie infrarouge ; bandes caracteristiques en cm"^ : 
hydroxy le-3320; amide 1:1640; amide 11:1535; groupements 

aroma tlques: 1490; par spectrophotomStrie ultraviolette: maximum d'absorption d 
340nm, minimum d 315niii; par spec trofluorime trie: longueur d*onde maximale 
d* excitations 342nm, longueur d'onde maximale d' Emission : 390nm. 

La solubility du PHA-L-AlaHL-Ala-L;-Pro-L7Ala-AEC est superieure 
3 80mg/ml dans I'eau distillge ou un tampon de pH compris entre 3 et 9. 
EXEMPLE 2 ; Substrat de l*glastase 

Le peptide L^-Ala-Iv-Ala-I^-Pro-L;-Val-0B2l est synthetise par les 
methodes dassiques de la synthese peptidique. Le symbole Bzl est le symbole 
classique designant le derive ester benzylique. Le groupement ester benzylique 
a 6tg choisi pour protSger I'extrgmitg C-terminale du peptide pendant la 
synthese peptidique, et pour permettre une detection simple des peptides et de 
leurs derives au cours des Stapes de purification par chromatographle, 

Le peptide L-Ala-L-Ala-I^-Pro-L-Val-OBzl, HCl (2mraoles) est 
dissous dans le dim^thylsulfoxyde (3ml). A cette solution, on ajoute la 
triethylamine (6mmoles) et la glucono-delta-lactone (6mmoles) • La solution esc 
agitSe a 50" C pendant 15h. 

Le PHA-peptide-OBzl est purifie sur une colonne (3x30cm) de silice 
6quilibrSe avec le systSme solvant CHCl^/CH^OH/CH^CO^H: 50:20:1 en volume. Les 
fractions contenant le PHA-peptide sont rassemblees, le solvant est evaporS 
sous pression reduite. 

Le residu (huile) est repris dans le methanol (6ml) contenant 
10% d'eau et hydrogenolyse pendant 4h en presence de 200mg de charbon 
palladig (10% de Pd) . Lc melange r6actionnel est filtrS et Svapori 3 
siccitc. 

Le PHA-peptide-OH (Immolc) est dissous dans le N-dimethylf ormamide 
(2ml). A cettc solution, on ajoute IMiydroxy-l-benzotriazole (Iramole) , le 
dicyclohcxylcarbodlimide (Immule) et 1 ' amino-3-5thyl-9-carbazole (Immole). La 
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solution est agltSe pendant 2h d 4*C puis 18h d 25*C sous atnosphdre inerte. 
Ensuite, la solution est refroidie pour favorlser la precipitation complete de 
la dicyclohexyluree qui est eliminee par filtration. Le jl'^^ln^thylfonaaiBide 
est evaporf sous vide et le PHA-peptlde-AEC est purl£i6 par chroaatographle 
sur une colonne (3x30cb) de gel de silice iquilibrS avec le systSne-solvant 
CHCl^/CH^OH/CH^CO^H, 80:30:5 par volume (Rendement : 80 p 100). 

Le PHA-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Val-A^ pr€sente lea 
caracteristlques correspondant an groupeioent PHA, aux liaisons 
peptidiques et au groupeatent A£C» come Indique ^ I'exenple !• 
EXEMPLE 3 : Substrat de la chynotrypslne* 

Le chlort^drate de 1' ester nStliyllque de la JL-phgnylalanlne. 
L-Phe^CH^ ,HC1 (2imiiole8) est dissous dans le dixnSthylsulfoxyde (3b1). A cette 
solution, on ajoute la glucono-delta^lactone (Gflaaoles) et la N;-trl€thylaBine 
(6nB0les). La solution est agit§e h 50*C pendant 15h. Le PHA-L-PhS-OCH^ est 
purifiS par chronatographle ear nne colonne (3x30cib) de gel de slllce 
Squilibre dans le systene-solvant (CHCl^/CB^OH/H^O/CH^CO^B* 8:6:1:1 par 
volume. Le PHA-L;-Phg-OCH^ est ensuite saponlfi^ dans une solution de 
methanol/eau (1:1« v/v) araenee H pH 10.5 par addition de soude 2K pendant 
12h. Le PHA-L-Phg^H est purifiS sur una colonne (3x30cb) de gel de silice 
SquilibrS dans le syst^ve-solvant CHCI^/CH^OH/CB^CO^B/IL^O* 6:6:1:1. Le 
PRA-L-Pbe-OR (Isnaole) est sobstltue par 1*AEC dans les conditions dScrites H 
I'exenrple i« 

Le PHA-L-Ph6— AEC pr^sente les caracteristlques correspondant an 
groupenent PEA. aux noyaox aronatlques de 1*AEC et de Ph£« alnsl qu'anx 
liaisons amides » come Indlqu^ ^ I'exemple 1. 
EXEHPLE 4 : Substrat de la coXlagfoase 

De naniSre analogne d celle d€crlte H .I'exemple 1, le peptide 
L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-OBzL.HCl (syntbStlsS par les mStbodes classlqnes de 
la synthase peptidique) est convertl en d&rlv£ 
PHA-L7Pro-I.-Ala-Gly«-L-Pro-AEC. Rendenent : 60 p 100. 

Le PHA-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC presente les caracteristlques 
correspondant au groups PHA» aux liaisons peptidiques et an groupe AEC» 
cosme Indiqu^ & I'sxessple 1. 
EXEMPLE 5 ; Autre substrat de la collag^nase 

De naniSre analogue, le' derive 
Gly-I.-Fro~l.-Ala-Gly-L;-Pro--OBzl,KCl Csyntb^tisS par les mStbodes classiques de 
la syn these peptidique) est convertl en d€rive 
PHA-Gly-L-Pro-L-Ala-Gly-L-Pro-'AEC. Rendement 60 2- 

Le PlIA-Cly-L-Pre-L-Ala-Gly-L-Pro-AEC presence les caracteristlques 
correspondant au groupe PHA, aux liaisons peptidiques et au groupe AEC, come 
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indlquc h I*exemple 1* 
EXEMPLE 6 : Prodrogue 

Le PHA-l£-Ala--L;-Ala-L-Pro-L7Val pr6pare comme decrlt dans 
I'exemple 2 esc coupl^ 2 la daunorubldne dans les memes conditions que 
pour I'AEC. 

Le derive PHA-L-Ala-L-Ala-l£-Pro-I--Val-daunorublcl^ prSsente les 
caraccgristiques correspondant au groupement PHA, aux liaisons peptidlques et 
& I'aglycone de la daunorubldne determlnSes par spectroscopic Infrarouge, 
absorptiomgtrie et f luorim^trie. 

De manidre analogue , on prepare le d§riv^ 
PHA-L'->Ala-L-Ala-L;-Pro-L«^ utlllsable conmie 

prodrogue. 

EXEMPLE 7 : Prodrogues 

De facon analogue. les dSrlvSs 

PHA-I^-Ala-L^Ala-L-Pro-L-Val-adrlaxnyclne et 

PHA-L;-Ala-L-Ala-L-Pro~L;-Val-I*-L sont prepar&s comme le dSrlv§ de 

la daunorubldne decrlt dans l*exeraple 6. 
EXEMPLE 8 s 

De faQon analogue » on prepare les composes : 
PIUl-L-PhS-L-Pro-L-Arg-Adrlainyeine 
PHA-L-Phi-JL-Pro-L-Arg-Daunorub Iclne 
PHA«-L-PhS-JL-Pro-L;-Arg-L;«Leu-A^ 

PHA-L;-Phg-L-ProHL;-Arg«'L7Leu--Daunorubicine» qui sont utillsables comme 
prodrogues • 
EXEMPLE 9 : 

De facon analogue* on prepare le composi : 
PHA-L-Val-L~LeuH;iy--L;-Arg<-Prlmaqulne qui est utlllsable comme prodrogue* 
EXEMPLES D' APPLICATION 
A. Dosage de I'elaatase 

a) Dosage cingtlgue 

Le peptide PHA-L-Ala-LAla-L-Pro-L-Ala-A£C est dlssous dans un 
tampon Trls-HCl 0.05M, pH 8.8, afln d'obtenir une densltS optlque ^ 3A0nm 
de 0,1 pour 1cm de trajet optlque (A.BxlO^'^tp . La solution ainsi obtenue 
est portee I 37*C et l*on ajoute 10 mlcrolltres d*une solution d'elastase 
(1»0 2 100 micrograomies/ml) t 1ml de la solution de peptide dans une cuvette 
de fluorlmStrie. La cuvette est introduite immgdiatement dans le 
spectrofluorimdtre dont le compartiment ichantlllon est thermostate a 37^C. La 
longueur d'onde d* excitation est 352ntn» la longueur d'onde d' emission est 
460nm. On enregistre le signal "emission" pendant 3min. L'activitS de 1* enzyme 
est dStermin6e par la pente de la courbe obtenue. Les valeurs de la pence 
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correspondant a iOng. SOng, 100n(»» 200ng» 500ng et 1 nicrogranme d'clastase 
sont reportees sur un graphique. Dans ces conditions. I'intensit6 de 
fluorescence mesuree est proportionnelle a la quancit6 d* enzyme ajoutce au 
milieu reactionnel. 

b> Dosage classigue 

La peptide PHA-L-Ala-L-Ala-L;-Pro-L-Ala-AEC est dlssous dans un 
tampon Trls-HCl 0.05» pH 8*8 afln d^obtenlr une denslt£ optique I 340nm 
de 0,1 pour un trajet optique de 1cm. Cette solution est rfipartle dans 
des tubes d hSmolyse silicones (1ml par tube). Dans chaque tube» on 
ajoute 10 mlcroXltres d'une solution d' diastase dans un tampon Trls-HCl 9 
pH 8.8 contenant 0/0»5/l/2/5/10ng d'glastase. Les tubes sont malntenus 2 
37*^C pendant 30min. 1a reaction est arretSe par addition de 0,3ml de 
H-dimethylformamlde contenant du chlorure de benzamldinlum (AOoiM). 
L* intensity de fluorescence est nesur€e I 460nm; la longueur d'onde 
d' excitation est 352nm. Les Intensltes obtenues corrigSes de I'intensltS 
du blanc, sont portSes sur un graphique en fonction de la concentration 
d*elastase. Dans ces conditions* I'intensiti de fluorescence corrlgSe est 
proportionnelle ^ la concentration en diastase. Ainsi, 11 est possible de 
mettre en Evidence des concentrations aussl falbles qu'un nanogramme 
d*elastase par ml, solt une concentration 40 plcomolelre ou encore 
1,2x10"^ U/ml. 

c) Constanta de Hlchaelis 

La constante de Hlchaelis correspondant au peptide 

FBA-L-Ala— L-Ala-L-Pro-L-Ala-AEC est determlnSe par la mesure de 

1* activity de 1* diastase (lOng/ml) mi'se en presence du peptide H des 

—4 —5 

concentrations comprises entre 4,2x10 H et 4,3x10 M. Les Intensltes de 
fluorescence obtenues aprSs SOmln 2 37*C sont utlllsSes pour tracer un 
dlagramme de Llneweaver-'Burck* drolte obtenue permet de determiner la 
constante de Hlchaelis qui est egale H 0,3iiiH« 

B. Dosage d'une protease du Plasmodium falciparum 

Le prlnclpe de ce dosage est donn§ cl-apres : 

Des Erythrocytes InfestSs par le parasite sont lysSs par un 
agent tensio-actif . A ce lysat, on ajoute le derive PHA-peptldyl-AEC et la 
solution est Incubee a 37**C pendant 43 minutes. Ensuite* 1 'AEC lib^re par une 
protfiase du parasite est extrait par 1' acetate d'ethyle, et le dosage de 1*A£C 
llbere est effcctue par spectrof luorlnetrie (K. Monslgny et al. The EHBO J., 
X, 303-306 (1982)). 

En utilisant cette mcthodc avec divers peptides, 11 a ete 
trnuve que le peptide present dans le dSrive P1IA-I^-Val-L-Leu--Gly--L;-Arg-AEC 
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etait le subscrat peptldique le plus facilemenc hydrolysS par les proteases du 
parasite. 

Dans ces experiences, 1' agent censio-actif etait 1 
gluconoylaminododecane* 

C. PropriStSs des prodrogues 

A titre d'exemple. le peptide 

PHA-L-Ala-L-Ala-L^Pro-L-Val-J^^ est soluble dans I'eau. II 

est hydrolysS par 1' diastase leucocytaire ou les proteases d*origine 
tumorale en lib^rant la drogue active : L-Leu-Adrianycine. La prodrogue 
ne penStre pas dans les cellules normales (lymphocyte) ou tumorales 
(cellules leuc^miques L1210, ou cellules du carcinome pulmonaire de Lewis 
"LLC"). Au contraire, la drogue active L-Leu-Adriamycine libSree 
par 1* action des proteases* pSnStre dans les cellules tumorales et provoque la 
mort de ces cellules. 

Le peptide PHA-L-Ph6-L-Pro-JL-Arg-L-Leu-Adriamycine est soluble 
dans l*eau. XI est hydrolyse par la trypsine et par la plasmine en 
libSrant la drogue active L-Leu-Adrianycine. Cette prodrogue se comport e 
vis A vis des cellules tumorales comme la prodrogue dScrite ci-dessus. 
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REVENDICATIONS 

1. Derives acyles hydrosolubl s de peptides, d^amino-acides, ou de 
derives de peptides ou d'amino-acides a groupement C-terminal modifie, 
caraccerises par le fait que leur groupement N-terminal est acyle par un 

5 groupement polyhydroxyalcanoyle. 

2. Derives selon la revendication 1, caracterlsSs par le fait, que 
ledit groupement polyhydroxyalcanoylc possede 3 a 10 atomes de carbone et au 
moins deux groupement s hydroxy les, 

3. DSrivSs selon l*une quelconque des revendicatlons prSeSdentes 
to caracteris§s par le fait que leur groupement C-termlnal porte un substltuant 

capable de confSrer auxdlts peptides ou amino-addes une coloration^ une 
fluorescence ou une activite pharraacologique* 

4. Diriv^s acylSs selon l*une quelconque des revend lea t ions 
prSccdentes. caractSrisgs par le fait que le groupement polyhydroxyalcanoyle 

15 est choisi dans le groupe constituS par les groupements dihydroxypropionyle, 

§rythronoyle, thrSonoyle, ribonoyle, arabinoyle, xylonoyle, lyxonoyle, 
gluconoyle, galactdnoyle* mannonoyle, glycoheptonoyle et glycooctonoyle. 

5. Derives acylSs selon l*une quelconque des revendications 
prScSdentes caract€rises par le fait qu'lls r€pondent d la formule gSnSrale I 

20 - (CHOH)^-CO-CNH-CH-CO)^-X (I) 

R 

dans laquelle R^ repr^sente -H ou ^CH^, et m est un nombre entier pouvant 
varier de 2 1 R est une chaxne latfoale d'amino-acides, n est un noobre 
entier pouvant varier de 1 R 10 et X est un substituant capable de conf^rer 

25 aux derives de formule I une coloration, une fluorescence ou une activit€ 

pharmacologique, ^tant entendu que lorsque n est sup^rieur R 1» les 
substituants R peuvent Stre difffoents dans un loeme campos^ de fozmule I. 

6* Dtoiv^s acylSs selon la revendication 5» caracterisSs par le fait 
que R reprSsente la chaine lat£rale d*aaino-acides choisis parmi les soivants 

30 sSrine, threonine, asparagine» proline, glutamine, glycine » alanine, valine, 

cysteine ou un de ses derives S-substitu^s, methionine, leucine, isoleucine, 
phenylalanine, p-nitroph£nylalanine, tyrosine ou un de ses dSrives 
0-substitues, lysine, ornithine, arginine, tryptophane, acide aspartique, 
a aide glutamique, gamma—ester d'alkyle ou d^aryle de 1* acide aspartique, et 

33 delta-ester d'alkyle ou d'aryle del* acide glutamique. 

7. Derives acyles selon l*une quelconque des revendications 3 a 6, 
caractcrises par le fait que X represente un groupement -NH-R^ derivant d*une 
amine aromatique R^-NH^, un groupement -NH-R^ derivant d'une drogue aminee 
R^-HH^, ou bien X represente un groupement actif capable de confSrer une 

^0 activite pharmacologique audit peptide ou amino-acide. 
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8. Derives acyl€s selon la revendicati n 7, caracterlsSs par le fait 
que ladite amine aromatique est choisi dans le groupe constitue par la 
p-nitroaniline, I'alpha-naphtylamlne, la beta-naphtylamine, la 
4-inethoxy-beta-naphtylamine, 1* amlTio-T^^thyl-A-coumarine , 

1 ' amino-T-trlfluoromSthy 1-4-coumarine , 

l*amino-7-nitro-4-oxa-2-benzodiazole-l ,3 et l'ainino-3-ethyl-9-carbazole. 

9. Derives acylSs selon la revendication 7, caractSrisSs par le fait 
que ladite drogue aminSe R^-NH^ est choisie dans le groupe constitue par la 
daunorubidne* la puron^cine, l*adriainycine» la primaquine et la cbloroquine, 

10. DSrivSs acylSs selon la revendication 7» caractSrisgs par le fait 
que ledit groupement est un groupement -H, -OH, -CH^Cl, -O-alkyle, -0-Ar 
(Ar Stent un groupement aryle eventuellement substitue), 

— CH I , ~N I , -0-Alk-Hg-Cl, 

ou -NH-Alk-Hg-Cl, Alk etant un groupement alkylSne. 

11. DSriv^s selon l*une quelconque des revendications 7 10 » 
caractgrisSs par le fait qu'lls sont choisis parmi les composes suivants: 

- PHA-L-Fhg-X 

- PHA-L-Tyr-X 

- PHA-t-Ala-L-Ala-L-Pbg-X 

- PHA-Gly-Gly-TL-Pro-L-Phg-X 

- PHA-L-Arg-X 

- PHA-L-Lys-X 

• - PHA-L-Phg-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-L-Pro-TL-Phe-L-Arg-X 

- PHA-X.-Phg-I^Ser--L^Arg-X 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-X 

- PHA-Wbg-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-Gly-L-Pro-L-Arg-X 

- PHA-T^-Ala-L-Ala-L-Lys-X 

- PHA-L-Val-L;-Leu-I.-I.ys-X 

- PHA-L-Ile-L-Pbe-L-Lys-X 

- PHA-L-Phg-L-Ala-L-Lys-X 

- PHA-L-Phg-L-Val-L-Arg-X _ 

- PHA-L-Ala-L-Ala-L-Ala-X 

- PHA-L-Ala-L^Ala-L-Pro-L^ 

- PHA-L-Ala-jL-Ala-L--Pro-L-Ala--X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-JU-Pro-L-Phe-X 

- PIL\-L-Ala-L-Ala-L-Pro-L-Mgt-X 
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- PHA-L-Phe-L-Val-L-Arg-X 

- PHA-L-Arg-Gly-L-Phe-L-Pro-X 

- PHA-L-Arg-L-Phc-L-Pro-X 
-r PHA-L-Ala-L-Arg-L-Arg-X 

- PHA-L-Ala-L-Ala-I.-Pro--L--Met-X 

- PHA-L-Phg-L-Leu-L-Phe-X 

- PHJ^-L-Arg-X 

- PHA-Gly-Gly-L-Leu-X 

- PHA-Gly-L-Pro-L-Ala-Gly-L--Pro-X 

- PHA-L-Pro-L^-Ala-Gly-L-Pro-X 

- PHA-Gly-Gly-jL-Arg-X 

- PHA~L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 

" PHA-L-PhS-Gly-Gly-L-Arg-X 

- PHA-L-Pro-L-Phe-L-Arg-X 

- PHA-L-Ile-Gly-Gly-L-Arg-X 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-X, 

dans lesquelles PHA sjnnbolise ledit groupement polyhydroxyalcanoyle et X est 
deflni comme dans I'une quelconque des revendicatlons 3, 5 et 7 a 10. 

12. DSrlvSs acylgs selon la revendlcation 9, caracterlses par le fait 
qu*lls sont cholsis parmi les d^rlvSs sulvants : 

- PHA-Z^-Ala-L-Ala-L-Pro-L-A la-Daunorub icine 

- PHA-L^-AlaHL-Ala-JL-Pro-U-Ala-^ 

- PHA-L-Ala-L^Ala-I^-Pro-L-Ala-^ 

- PI]A-L-Ala-L-*Ala-I^-Pro-l£-A3a-L^ 

- PHA-L-Ala-L~Ala-L;-Pro-L-Val-Daunorubicin 

- PHA-l^-Ala-I^Ala-L-Pro-L^Val-L^-Leu-^ 

- PHA-L;-Ala--L-Ala-L-Pro-L^ 

- PHA-L^-Ala-L^Ala-L^Pro-L-Val-L^ 

- PBA-L-Phg-L*VaX--L-Arg--Daunorublclne 

- PHA-L-PhS-L;-Val-I--Arg-L-Leu-Daunor^ 

- PHA-L-Phg-L;-Val-L-Arg-Adriaii^clne 

- PHA-L-Plie-l£-Val-I.-Arg-L-Leu-Adrl 

- PHA-L-Phe-I.-Ala-L-Lys-Daunorublcine 

- PHA-L-Phe-I^-Ala-I^-Ly s-L-Leu-Daunorubl cine 

- PFJ^~I*-Ph6~I.--Ala--L--Lys-Adriainycine 

- PHA-L;-Phe-l£-Ala-L-Ly s-l.-Leu-Ad r i amy cine 

- PHA-Gly-Gly-L-Arg-Daunorubicine 

- PHA-Gly-Gly*-L--Arg-I,-Leu-Daunorubicine 

- PHA-Gly~Gly-L-Arg-Adri«iinyciiie 

- PHA-Gly-Gly-L-Arg-2.-Leu-Adrlaniycine 
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- PHA-I^-Pro-JU-Phe-L-Arg-Daunorubicino 

- PHA-L-Pro-JL-Phe-I^-Arg-L-Leu-Daunorub Ici^ 

- PlIA-L-Pro-L-Phe--L;-Arg-Adriaxnycine 

- PHA-L-P r o-l--Ph e-L-Arg-I--Leu- Adrianiy cine 

- PHA-L-Val-L-Leu-Gly-L-Arg-Priinaquine. 

- PHA-jL-Val-JL-Leu-Gly-LT-A rg-Chloroqulnc 

13* Proc§d€ de preparation des derives acyles selon I'une quelconque 
des revend lea t Ions precedentes caracterlsS par le fait que l*on soumet un 
aclde aming ou un peptide « ou un de leurs d^rlvSs h groupement C- terminal 
modlflg, I une reaction d*acylatlon du groupement N*terroinal par un agent 
d*acylatlon derive d*un aclde polyhydroxyalcanolque. 

14. Proci^dg selon la revendlcatlon 13, caracterlse par le fait que 
I'on utilise eomme prodult de dSpart un d€rlv£ d*anlno*aclde ou un peptide de 
formule H - (NH-CH-CO)^ - X II 

dans laquelle n» R et X sent dgflnl s comme dans l*une quelconque des 
revendlcatlons 3, 5 et 7 S 10, que l*on fait reaglr le compost de formule II 
avec un derlvi actlf d*un aclde polyhydroxyalcanolque de formule : 

Rj-(CHOH)^-COOH III 
dans laquelle : 

R.^ et m sont deflnls comme precedemment , 

pour obtenlr un compose de formule : 

R, - (CHOH) -CO-(NH-CH-CO)^-X . IV 
1 m . I n 

R 

que l*on transforme* si dSslr€» en tout autre dSrlvS de formule I selon les 
m&thodes connues. 

15. Procfidfi selon la revendlcatlon 14 » caractSrlsS par le fait que 
ledlt d§rlv€ actlf est la lactone ou un ester de N-hydroxysucclnimide du dit 
aclde polyhydroxyalcanolque. 

- 16. Utilisation, comme derives hydrosolubles de composes cholsls 
parml les peptides, les addes-amlnSs ^ groupement C-tefmlnal modlflS et les 
peptides H groupement C-termlnal modlflS, de dSrlvEs (N-termlnal)-acylSs de 
ces composes, le groupement N-termlnal desdlts composes €tant acylS par un 
groupement polyhydroxyalcanolque • 

17* Utilisation selon la* revendlcatlon 16, caractcrlsee par le fait 
que ledlt dSrlvS hydrosoluble est tel que d&flnl dans l*une quelconque des 
revendlcatlons 2 I 12. 

18. Utilisation selon la revendlcatlon 16 des composes de formule I 
pour lesqueXs X « NH-R^, R^ rcpresentcnt le reste d'une drogue amlnee ou bien 
X rcprescnte un groupement X^ cholsi parml -H, -OH, -ClUCl, -0- alkylc, -0-Ar 
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5 (Ar 6tanc un groupement aryle Svcntucllement substituc)» 

-CH j , -N j , -0-Alk-Hg-Cl. 

ou -NH-Alk-Hg-Cl (Alk Stant un groupeinent a Iky line) . coisnie mcdicamencs 
10 hydrosolubles. 

19. Conposlcion phamaceucique, caraccerisee par le fait qu'elle 

renfenoe cotome ingredient actif au moins un nedicament hydrosoluble tel que 
definl dans la revendicatlon 18 « 
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IX^IMAINES TECHNIQUES 
RECHERCHES(lntCl.») 




* en entier * 


7,19 




Y 


EP-A-0 007 182 (GOODRICT) 
* en en'tier * 


1,3,5, 
7,19 


C 07 C 103/00 
A 61 K 37/00 
C 07 H 15/24 


Y 


US-A-4 256 632 (LEVIN) 
* en en'tier * 


7,19 
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